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Abstract

   For  the purpose  of  studying  the mechanism of molecular  evolution  of  sterol  biosynthesis  genes,  the 
three-dimentional structure of a gene product protein estimated as Medaka Oryzias latipes DHCR7 was 
compared with  the putative  orthologs  in  addition  to  amino  acid  sequence homology.  In  this  study  the 
very problem has been the difficulty of purification of the DHCR7 protein from endoplasmic reticulum 
membrane of any animal tissues because of inactivation of the membrane-bound enzyme after solubilization 
using any detergent. One possible approach could be the estimation of secondary structure in hydropathy 
using  parameters  of  the  analytical method  of Kyte & Doolittle. Here  the  hydropathy  of  gene  product 
designated as Medaka DHCR7 was calculated, and then the profile pattern was compared with that of 
Homo sapiens  or Zebra fish Danio rerio DHCR7 products. As  the  results,  they  exhibited very  similar 
hydropathy structure each other in all over the primary sequence level. However,  in S-1 sequence, one 
hand, the first half of the primary sequence of Medaka DHCR7 was not similar to that of Homo sapiens and 
Zebra fish. On the other hand, the second half of the primary sequence of Medaka DHCR7 was similar to 
that of Zebra fish, but not that of Homo sapiens. It was evolutionary remark that the amino acids in both 
upper and bottom peaks of Kyte & Doolittle profile were coincided each other in the three animal species.

要　約

　ステロール生合成遺伝子の分子進化のメカニズムを研究する目的で，メダカのステロール生合成遺伝子
DHCR7 と考えられている遺伝子を確認するため，アミノ酸配列の類似性から比較するだけでなく，立体構
造からの検討を行った。DHCR7 は細胞内小器官の小胞体膜に結合したタンパク質，すなわち膜結合タンパ
ク質であることから，その構造を保ったままでの単離精製は難しい。そこでアミノ酸への疎水性度パラメー
ターを利用した Kyte & Doolittle の解析法による，DHCR7 遺伝子翻訳産物における分子全体の疎水性度を
推定し，既知の DHCR7 遺伝子と比較を行った。その結果，分子全体ではヒトやゼブラフィッシュと類似の
疎水性度パターンを示していた。しかし DHCR7 遺伝子ファミリーのうち，DHCR7 のみに特有なアミノ酸
配列である S-1 配列を含む配列に関しては，前半のパターンがヒトにもゼブラフィッシュにも一致しない一
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1．はじめに

　ステロール生合成遺伝子は，一般に真核細胞生
物にのみ見出されることから，前核単細胞から真
核単細胞，更に真核多細胞への生物進化を分子的
視点から議論する好材料と考えられている 1）。特
にステロール生合成過程の最後に位置するステ
ロール ∆7 －還元酵素は DHCR7 遺伝子にコード
されているが，DHCR7 遺伝子は，ステロールが
5-en 構造である真核多細胞生物には存在するが，
ステロールが 5,7-dien 構造である真核単細胞の出
芽酵母などには見出されない。このことから，真
核細胞が多細胞へ進化する際への DHCR7 遺伝
子の関わりについて考察がなされている 1）。
　ニホンメダカ Oryzias latipes は，日本固有種の
一つとして注目されている。分子生物学研究や遺
伝子疾患研究のモデル生物として利用するために
ゲノム解析も行われており，90％のゲノム塩基配
列がデータベース化されている 2）。先行研究にお
いて，メダカの DHCR7 遺伝子構造がメダカデー
タベースの情報を基に推定されている。その結
果，他の生物種と同様に 7 つの exon からなるこ
とが報告されている。終止コドンを含め，読み枠
1419 塩基対，472 個のアミノ酸残基数で，ヒト

（475 個）やゼブラフィッシュ（478 個）DHCR7
に高度に類似した一次構造を有していた 1）。また，
ERG24 やラミンＢレセプターなどと構成される
DHCR7 遺伝子ファミリーでの比較から見出され
ている，DHCR7 にユニークなアミノ酸配列であ
る S-1 配列もメダカ DHCR7 候補遺伝子に存在し
ていた 1）。
　一方，DHCR7 遺伝子産物は，小胞体膜の細胞
質側に配向しながらも 10 回ほど小胞体膜を貫通
できる疎水的なアミノ酸配列を有している膜結合
性タンパク質であることが，Kyte & Doolittle の
方法などによる解析で明らかにされている 3）。そ
こで，メダカ DHCR7 遺伝子とされている産物
の膜結合性タンパク質としての疎水性度を解析
し，他の生物種の DHCR7 の疎水性度と比較す
ることによって，メダカ DHCR7 候補遺伝子が
DHCR7 であることを確認することとした。

2．研究方法

　メダカ DHCR7 遺伝子は，先行研究のデータを
利用した 1）。ヒトとゼブラフィッシュ DHCR7 遺
伝子の翻訳アミノ酸配列（cDNA）は，National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) の
GenBank 情報を用いた。Accession number は，
ヒト DHCR7 が NM_001360 のものを利用した。
一方，ゼブラフィッシュ DHCR7 は NM_201330
のものを用いた。
　分子の疎水性度の解析には，タンパク質の高次
構造解析サイトの一つ，Bioinformatics Resource 
Portal のメニューの EXPASY_ProtScale（図 1）

（http://web.expasy.org/protscale/） を 用 い た。
設定メニューの中にある Window size は 19 とし
た。この 19 という数字は，アミノ酸配列中にア
ミノ酸残基が 19 個ある場合，19 個の各アミノ酸
残基の疎水性度を合計した平均値が 10 番目のア
ミノ酸残基に与えられる事を示している。一般的
に生体膜のような脂質二重層を貫通するのに必
要なアミノ酸残基数は 20 個ほどとされているの
で，Window size を 19 に設定するのは生体膜を
貫通する性質を有している適切な長さのアミノ酸
配列を探すことになる。タンパク質の一部の部分
構造が膜に結合する性質を既知のタンパク質で確
認するため，小胞体膜結合性のタンパク質である
cytochrome b5 で確認した。その GenBank デー
タは，P00167 の 2013 年の最新情報を使用した。

3．結果と考察

Cytochrome b5 での Kyte & Doolittle 解析結果と
立体構造の比較：Cytochrome b5 は 134 アミノ
酸残基からなるタンパク質で，そのカルボキシ
ル（C）末端側の 20 アミノ酸残基ほどが α らせ
ん構造をとって小胞体膜に結合している（図 2）。
Cytochrome b5 での Kyte & Doolittle 解析の結
果も図 2 と同様に C 末端側で 20 アミノ酸残基ほ
どで疎水性が高くなっており（図 3，図 4），この
部分で膜に結合していることを示している。この
結果を応用して，メダカ DHCR7 候補遺伝子の
Kyto & Doolittle 解析結果を考察する。

方，後半のパターンはゼブラフィッシュと一致した。疎水性度の山や谷として三者で一致しているアミノ酸
残基がいくつか見出され，いずれも進化的に保存されているアミノ酸残基であった。
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メダカ DHCR7 候補遺伝子産物とヒト及びゼブラ
フィッシュとの比較：Window size は cytochrome 
b5 の場合と同様に 19 に設定し，DHCR7 遺伝子
産物分子全体で Kyte & Doolittle 解析を行った。
その際に，DHCR7 遺伝子産物が 10 回ほど生体
膜を貫通した分子構造であることに着目した（図
5）。その結果，メダカ DHCR7 候補遺伝子産物
の場合も，ヒトやゼブラフィッシュと同様に図 5
のような疎水的な二次構造パターンを有している
ことが分かった（図 6）。

S-1 配列を含む領域での Kyte & Doolittle 解析：
メダカ DHCR7 遺伝子の S-1 配列と考えられる配
列を含む領域における疎水性度を，ヒトやゼブラ
フィッシュと比較した（図 7）。その結果，profile
の前半の部分は，ヒトとゼブラフィッシュで一致
している一方，メダカとは一致していなかった。
後半部分はゼブラフィッシュと一致し，ヒトとは
一致しなかった。しかし，ヒトやゼブラフィッシュ
の profile の山や谷とメダカとで一致している場

合，相当するアミノ酸残基は三者で同じアミノ酸
残基で，進化的に保存されているアミノ酸残基で
あることが分かった。

　以上の結果から，先行研究で推定されたメダカ
DHCR7 候補遺伝子は，ステロール ∆7- 還元酵素
をコードした DHCR7 遺伝子であることが確認
されたと考えられる。
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図 1　EXPASY_ProtScale のページ
Kyte & Doolittle の項目は で示している。
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図２　Cytochrome b5 の膜結合様式
　Cytochrome b5 のカルボキシル末端は小胞体膜に結合している。膜を貫通している α らせん構造部分は疎水的な性質
を有していて，リン脂質二重層の炭化水素鎖と疎水性相互作用で膜に結合している。
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図 3　Human cytochrome b5 での Kyte & Doolittle 解析結果
GenBank データは P00167 を使用した。Window size は 19 で解析した。
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図 4　Cytochrome b5 の Kyte & Doolittle 解析による疎水性 profile
　左側がアミノ（N）末端側で，右側がカルボキシル (C) 末端側。C 末端側で Score が 0.5 以上（太枠）でアミノ酸残
基数は 20 個ほどであり，図 2 の膜結合部分の α らせんに相当する。
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図 5 ステロール ∆7- 還元酵素（DHCR7 遺伝子産物）の小胞体膜における配向性＊

　灰色丸：疎水性；太白丸：正の電荷；黒丸：負の電荷；細白丸：その他の性質のアミノ酸残基。＊参考文
献の諸見他から引用。疎水性アミノ酸残基が多い配列は生体膜に結合している α- らせん構造を模している。
ここで示す構造は，以下の 4 つの性質から説明されている。
　1．Insensitivity to proteinases（プロテアーゼ不感受性）
　2．Inhibition by metal-chelators（金属キレーターで酵素活性阻害）
　3．Hydropathy scale by Kyte & Doolittle（疎水性度）
　4．Type II signal anchor sequence（Ⅱ型シグナルアンカー配列）
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図 6　ヒト及びゼブラフィッシュ DHCR7 とメダカの Kyte & Doolittle 解析 profile の比較
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図 7　ヒト及びゼブラフィッシュ DHCR7 とメダカの S-1 配列の Kyte & Doolittle 解析 profile の比較
S-1 配列を含む 67 アミノ酸残基で，30 ～ 39 番目のアミノ酸残基（太枠）が S-1 配列。


